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Koniuaat zur Vermittluna eines zell-, kompart intent- oder 
membran spez i f i schen Transports von Wirksubstanzen 

Die vorliegende Erfindung betrifft Konjugate zur Vermittlung 
eines zell-, kompartiment- oder membranspezif ischen Transports 
von Wirksubstanzen. Weiter betrifft die Erfindung Verfahren 
zur Herstellung dieser Konjugate sowie deren Verwendung. 

Es ist bekannt, daS zellulare Membransysteme weitestgehend 
impermeabel fur viele Stoffe (z.B. Nukleinsauren, Proteine, 
cheraische Substanzen) sind, die von aufcen in die Zelle 
eingebracht werden sollen. Zum Einbringen von Nukleinsauren 
konnen Ze 1 lmembranen durch physikal ische Prozesse 

( Trans fekt ion bei Eukaryonten, Transformation bei 
Prokaryonten) und biologische Vorgange (Infektion) uberwunden 
werden. Der Transformation, d.h. dem unmittelbaren Aufnehmen 
der nackten Nukleinsaure durch die Zelle, geht eine Behandlung 
der Zellen voraus. Unterschiedliche Methoden zur Erzeugung 
dieser "kompetenten Zellen" stehen zur Verfugung. Die meisten 
Verfahren basieren auf den Beobachtungen von Mandel und Higa 

(J. Mol. Biol. 53, S. 159-162 (1970)), die erstmals zeigen 
konnten, dafi die Ausbeuten bei der Aufnahme von Lambda-DNA 
durch Bakterien in Gegenwart von Calciumchlorid ganz 
wesentlich gesteigert werden. Diese Methode ist erstmals von 
Cohen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci . USA 69, S. 2210-2114 

(1972)) fiir Plasmid-DNA erfolgreich eingesetzt und durch viele 
Modi f ika t i onen verbessert worden. Eine andere 
Transf ormationsmethode beruht auf der Beobachtung, daS 
hochf requente Wechselstromf elder Zellmembranen aufbrechen 
konnen (Elektroporation) . Diese Technik lafit sich ausnutzen, 
urn nackte DNA nicht nur in prokaryontische Zellen, sondern 
auch in eukaryont ische Zellsysteme einzuschleusen (Weaver et 
al., J . Cell Biochem. 51, S. 426-435 (1993)). Zwei sehr sanfte 
Methoden zur DNA-Einbringung in eukaryont ische Zellen wurden 
von Sikes et al . (Hum. Gen. Therap. 5, S. 837-840 (1994)) bzw. 
Yang et al . (Proc. Natl. Acad. Sci USA 87, S. 9568-9572 (1990) 
entwickelt. Sie beruhen auf der direkten Injektion der DNA in 
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einzelne Zellen (Mikroinjektion) bzw. auf dem Beschufc einer 
Zellpopulation mit Mikroprojektilen aus Wolfram, an deren 
Oberflache die betreffende Nukleinsaure gebunden wurde ("Gene 
gun"). Parallel zur physikalischen Transformation von Zellen 
haben sich biologische Inf ektionsmethoden bewahrt. Dazu zahlen 
insbesondere die virale Einbringung von Nukleinsauren in 
Zellen (Chatterjee et al . , Science 258, S. 1485-1486 (1992); 
Cossett and Rusell, Gene Therapy 3, S. 946-956 (1996); Bilbao 
et al., FASEB J. 11, S. 624-634 (1997)) sowie die fiber 
Liposomen vermittelte Lipofektion (Bennett et al . , J. Drug 
Targeting 5, S. 149-162 (1997)). Weiter sind Standardmethoden 
des liposomalen Transports (Gao and Huang, Gene Therapy 2, S. 
710-722 (1995); Akhtar et al . , Nucl. Acid. Res. 19, S. 5551- 
5559 (1991)) und die Poly-L-Lysinierung (Leonetti et al . , 
Bioconj . Chem. 1(2), S. 149 (1990) von Wirksubstanzen zu 
nennen, um diese in Zellen einschleusen zu konnen. 

Trotz der oben aufgezahlten Vielzahl von Methoden, die 
zellularen Membransysteme zu iiberwinden, gibt es noch keine 
universelle Methode, um unterschiedliche Wirkstoffe in Zellen 
hineinzubringen . Alle aufgefiihrten physikalischen und 
biochemischen Methoden sind artifiziell und unphysiologisch, 
insofern als sie nicht zellimmanente Mechanismen nutzen. Viren 
als Transportmittel sind zum gegenwartigen Stand immer noch 
nicht sicher frei von Toxizitat und oft auch nicht effektiv. 
Sie werden auch vom Iramunsystem erkannt. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand deshalb darin, 
eine Moglichkeit zu entwickeln, die das gerichtete und 
spezifische Einschleusen von Wirkstoffen in Zellen und 
Kompartimente erlaubt. Es sind dabei folgende Anforderungen zu 
erfullen: 



universelle Anwendbarkeit 

zell-, kompartiment- und membranspezif isches 
Einschleusungsverhalten 
hohe Effektivitat 
geringe Immunogenitat 
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- Minimierung des Inf ektionsrisikos 
ausreichend lange Verweildauer 

Gelost wird diese Aufgabe durch die Gegenstande der 
Patentansprtiche . 

Von den Erfindern wurde ein Konjugat entwickelt, das die 
folgenden Komponenten aufweist: 

einen Transportvermittler fur die Zellmembran 
("P"), 

ein z e 1 1 - , kompartiment- oder 
membranspezif isches Adressprotein bzw. -peptid 
( w AP n ), und 

einen zu transportierenden Wirkstoff ( n W w ). 
Der Aufbau des erf indungsgemaEen Konjugats ist vorzugsweise: 

P - AP — W 

ganz bevorzugt mit einem Spacer ( M SP W ): 
P - AP - SP - W 

Den Transportvermittler fur die Zellmeinbran (vorstehend mit 
"P" abgekurzt) stellt ein Peptid bzw. Protein dar, das die 
Plasmamembran iiberwinden kann. Die Lange dieses Peptids bzw. 
Proteins unterliegt keiner Beschrankung, solange es die obige 
Eigenschaft aufweist. Beispiele fur "P w stammen vorzugsweise 
aus der Penetratin-Familie (Derossi et al . , 1998, Trends Cell 
Biol. 8, S. 84-87) oder sind Transportan bzw. Teile davon 
(Pooga et al . , The Faseb Journal (1998), Vol. 12, S. 68 ff.). 
wobei solche aus der Penetratin-Familie bevorzugt sind. Ein 
Beispiel fur n P" stellt ein Penetratin mit der folgenden 
Sequenz dar: 



NH 2 -RQIKIWFQNRRMKWKK- 
(NH 2 -Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys- 
Trp- Ly s - Lys - ) 
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Weitere Beispiele fur das Transportprotein n P M sind: 



Virales Transportprotein 

PTD Proteintransduktionsdomane [tat/hiv-d 
1-Buchstaben Code H 2 N-YGRKKRRQRRR-COOH 

3-BUChstaben Code H J N.Tyr^ly.Arg4.ys^ys-Ar g .Arg.Gln.Arg.Arg-Ar g 



Bakterielles Transportmolekiil 

TP Proteintransportdomane TP(Eco) 
1-Buchstaben Code H 2 N-MTRQTFWHRIKH-COOH 

3-BUChStaben Code HaN -Met.Thr.Arg^ln-Thr.Phe.Trp.His.Arg^le-Lys-His. 



Hergestellt wird die ausgewahlte n P"-Sequenz auf biologischem 
Weg (Reinigung naturlicher Transportvermittlerproteine oder 
Klonierung und Expression der Sequenz in einem eukaryotischen 
oder prokaryotischen Express ions system) , bevorzugt aber auf 
synthetischem Weg, z.B. nach der etablierten Merrifield- 
Methode (Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 2149, 1963). 

Die Auswahl des Adressproteins bzw. -peptids (vorstehend mit 
"AP" abgekurzt) hangt davon ab, welche Membran bzw. welches 
Membransystem tiberwunden und welches Zielkompartiment der 
Zelle (Cytoplasma, Zellkern, Mitochondrien, Chloroplast, 
Endoplasmatisches Retikulum) oder der Zellorganelle erreicht 
werden soli. Die Lange dieses Adresspeptids bzw. -proteins 
unterliegt keiner Beschrankung, solange es die Eigenschaft 
aufweist, einen zell-, kompartiment- oder membranspezif ischen 
Transport zu gewahrleis ten . Fur die Einbringung von 
Wirkstof fen, insbesondere Nukleinsauren, werden im allgemeinen 
"AP" ausgewahlt, die ein zell- kompartiment- oder 
membranspezif isches Erkennungs signal enthalten und dadurch den 
angehangten wirkstoff an seinen Wirkort dirigieren. Zur 
Auswahl stehen ° AP " , die Wirkstoffe in Gegenwart oder 
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Abwesenheit eines Membranpotentials transport ieren konnen. 
Grundsatzlich ist fur den Transport in das Zellkompartiment 
die reine Adressequenz ausreichend. Es konnen aber auch "AP" 
ausgewahlt werden, die tiber eine zell- oder 
kompartimentspezif ische Peptidasespalts telle verfligen. Diese 
Spaltstelle liegt im gunstigsten Fall innerhalb der 
Signalsequenz, kann aber auch an diese durch zusatzliche 
Aminosauren angefiigt werden, um nach Erreichen des 
Z i e 1 kompar t imen t s das Abspalten der Adressequenz 
sicherzustellen. Herges tell t wird die ausgewahlte n AP n -Sequenz 
auf biologischem (Reinigung natiirlicher 
Transportverraittlerproteine oder Klonierung und Expression der 
Seguenz in einem eukaryontischen oder prokaryontischen 
Express ions system) , bevorzugt aber auf synthetischera Weg # z.B. 
nach der etablierten Merrif ield-Methode (Merrifield, J . Am. 
Chem. Soc. 85: 2149, 1963). Beispiele ftir Adressproteine bzw. 
-peptide sind: 



Import in das ER 



H 3 N t -Met-Met-Ser-Phe-Val- 

Ser-Leu-Leu-Leu-Val-Gly- 

Ile-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr- 

Glu-Ala-Glu-Gln-Leu-Thr- 

Lys-Cys-Glu-Val-Phe-Gln- 



Reimport in das ER 



H 2 N-Lys-Asp~Glu-Leu-COO" 



Import in Mitochondrien 



H 3 N + -Met-Leu-Ser-Leu-Arg- 
Gln-Ser-Ile-Arg-Phe-Phe- 
Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr- 
Leu-Cys-Ser-Ser-Arg-Tyr- 
Leu-Leu 



Import in den Zellkern 



-Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg- 
Lys-Val 

H 3 N + -Pro-Lys-Lys-Lys-Arg- 
Lys-Val- (= Nuclear 
localisation sequence aus 
SV40-T-Antigen; ) 



Import in Peroxi somen 



H 2 N-Ser-Lys -Leu-COO"* 
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Bindung an die Zellraembran 



H 3 N + -Gly-Ser-Ser-Lys-Ser- 
Ly s - Pro - Ly s - 



Weiter kann das Konjugat ggf . einen Spacer (vorstehend mit 
M SP" abgekiirzt) enthalten, der sich vorzugsweise zwischen dem 
Adressprotein/-peptid und dem zu transport ierenden Wirkstoff 
befindet. Er kann aber zusatzlich oder alternativ auch 
zwischen dem Transportvermittler und dem Adressprotein 
vorliegen. Der Spacer dient dazu, ggf. vorhandene sterische 
Wechselwirkungen zwischen den Komponenten aufzuheben bzw. 
giinstig zu beeinf lussen. Der Spacer kann beispielsweise 
ausgewahlt sein aus: Polylysin, Polyethylenglykol (PEG) , 
Derivate der Poly-Methacrylsaure oder Polyvinylpyrrolidon 
(PVP) . 

Zwischen dem Transportvermittler und dem Adressprotein/ -pept id 
ist vorzugsweise eine Redoxspalts telle , z.B. -Cystein-S-S- 
Cystein-O-N-H-. Die zwischen Transportvermittler und 
Adressprotein entstehende Bindung ist eine Redoxkopplung 
(schonende zelliramanente Verkniipfung mittels DMSO; Rietsch und 
Beckwith, 1998, Annu. Rev. Gent 32, S. 163-84): 

Cystein-SH SH-Cystein > Cystin-S-S-Cystin 

Der Wirkstoff bzw. die Wirksubstanz (vorstehend mit M W" 
abgekurzt) unterliegt keinerlei Beschrankungen. Er ist frei 
wahlbar, je nach Wunsch, welche Wirkung in einer Zelle erzeugt 
werden soil. Der Wirkstoff kann ein Diagnostikum und/ oder 
Therapeutikum sein. Es kann auch mehr als ein Wirkstoff in dem 
Konjugat vorhanden sein. Der Wirkstoff kann ggf. markiert 
sein, z.B. radioaktiv, mit einem Farbstoff, mit Biotin/Avidin 
usw. Der Wirkstoff kann eine Nukleinsaure, ein Protein bzw. 
Peptid, eine chemische Substanz usw. sein. Beispielsweise 
seien genannt: cDNA, genomische DNA, vollstandige Gene, 
regulatorische El entente, Transkriptionsfaktoren, 
Molekularsonden, Oligonukleotide, mRNA, mTRNA, Antisense-RNA, 
Antisense-Oligonukleotide, Plasmide, virale DNA, synthetische 
Nukleotide, PNA (Peptide Nucleic Acids) , einzelne Aminosauren 
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und deren Derivate, Peptide, Proteine, monoklonale und/oder 
polyklonale Antikorper, pharmazeuti sche Wirkstoffe, 
Chemotherapeutika, Farbstof f e, Sensibilisatoren, Partikel. 

Die Synthese der Konjugatbestandteile n P w und n AP M erfolgt 
vorzugsweise synthetisch nach der Merrif ield-Methode 
(Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 2149, 1963) Die Ankopplung 
der anderen Bestandteile (z.B. Spacer und/oder Wirkstoff) 
daran erfolgt durch kovalente chemische Bindung. Die Einfiigung 
der Redoxspalts telle zwischen W P" und "AP" erfolgt auf 
chemischen Wege durch die oben erwahnte Redoxkopplung . Auch 
zwischen einem ggf . vorhandenen Spacer und dem Wirkstoff bzw. 
dem Adressprotein und dem Wirkstoff liegt eine kovalente 
Bindung vor, bevorzugt eine Saureamid-Bindung . Mogliche 
Alternativen sind Ether- oder Ester-Bindungen, je nach den in 
der zu konjugierenden Substanz vorhandenen f unktionellen 
Gruppe (n) . 

Das Konjugat wird bevorzugt in folgenden Schritten aufgebaut: 

1) Getrennte Peptidsynthese von "P", "AP" und ggf- des 
Spacers (z.B. nach der Merrif ield-Methode) 

2) Kovalente Verknupfung zwischen "AP" und Wirkstoff, 
ggf. mit einem Spacer dazwischen, 

3) Redoxkopplung des Produkts aus Schritt 2) mit "P" 
mittels Redoxkopplung (z.B. in Wasser/DMSO) 

4) Reinigung (z.B. mittels HPLC) 

Die erfindungsgeraaSen Konjugate haben den Vorteil, unabhangig 
von Art und GroEe eines Wirkstoff s, diesen in Zellen 
einbringen und in das gewunschte Zellkompart iment 
transportieren zu konnen. Es ist somit eine Verbesserung in 
Diagnostik und Therapie in Human- und Tiermedizin sowie eine 
Anwendung in der wissenschaft lichen Forschung zu erwarten. 
Insbesondere die Gentherapie kann durch die erf indungsgemaSen 
Konjugate einen Aufschwung erwarten, da vollstandige Gene 
einschlieElich ihrer regulatorischen Elemente transportierbar 
werden. Aber auch alle anderen Wirkstoffe lassen sich mit den 
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erf indungsgemafcen Konjugaten spezifischer an den Wirkort 
bringen, was das Auftreten von unerwiinschten Nebenwirkungen 
reduziert. Es wurde gefunden, daS Konjugate bis 25 MDa in das 
Zellinnere einzubringen sind. Daruber hinaus kommt es oftmals 
zur Auslosung von Apoptose, was durchaus ein gewunschter 
Effekt sein kann. Die erf indungsgemaSen Konjugate zeichnen 
sich durch eine universelle Einsetzbarkeit aufgrund ihres 
zell-i k omp a r t i me n t - und merabranspezif ischen 
Einschleusungsverhaltens aus. 



Die Erfindung wird weiter anhand der beigefugten Figuren 
beschrieben : 



Fig. 1: erf indungsgemafces Konjugat 

Fig. 2: Generelles Schema der Fmoc-Synthese 

Fig. 3: Ergebnisse der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie- 
Messung an ATl-Zellen 

A) Konjugat-Konzentration: 50 nM 
Inkubationszeit : 5 Std. 

B) Konjugat-Konzentration: 5 nM 
Inkubationszeit: 5 Std. 

C) Konjugat-Konzentration: 50 nM 
Inkubationszeit: 24 Std. 

D) Konjugat-Konzentration: 5 nM 
Inkubationszeit: 24 Std. 



Fig. 4: Konzentrations- und zeitabhangiger Transport von 
Rhodamimio ( L ) -Penetratin/ RPMI -Medium . 

DUl45-Zellen: Inkubation mit 20 ftM und 100 pM 
Endkonz en tr a t i on 

Fig. 5: Beispiele fur erf indungsgemaSe Konjugate 

Fig. 6: Herstellung von PNA-Konstrukten 



Fig. 7: 



Hemmung der Proliferation von AT-1 Zellen durch 
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Einbringen eines anti-sense Konstrukts 

Die Erfindung wird weiter anhand der nachf olgenden Beispiele 
beschrieben. 



Beispiel 1: Konjugat aufweisend einen Penetratin- 

Bestandteil, eine NLS, einen Polylysin- 
Spacer und Rhodamin 



Zum Aufbau des Konjugats wird auf Fig. 1 verwiesen. 
Penetratin : NH 2 -RQIKIWFQNRRMKWKK- 

NLS (Nuclear Localisation Sequence) : NH 2 -PKKKRKV 

Spacer (= (Lys) 2 ): NH-CH 2 - (CH 2 ) 3 -CHNH 2 -CO-NH-CH 2 - (CH 2 ) 3 - 

CHNH 2 -CO-NH 

Die Penetratinsequenz, die NLS und der Spacer wurden nach der 
Standard Fmoc-Methode ( " Peptide " , H . -D . Jakubke , Chemie und 
Biologie Spektrum, Akad. Verl . 1996, ISBN 3-8274-0000-7) 
getrennt synthetisiert . Das generelle Schema der Fmoc-Synthese 
ist in Fig. 2 gezeigt. Zur Synthese der verschiedenen 
Komponenten-Sequenzen wird zuerst die erste Fmoc Aminosaure 
(kauflich erhaltlich von Fa. Calbiochem GmbH, D-65796 Bad 
Soden) an ein unlosliches Polystyrol-Tragerharz uber einen 
saurelabilen Linker (= para-Benzyl-oxybenzyl-alkohol-handle) 
angefugt. Die Abspaltung der Schutzgruppe wird durch 
Behandlung des Harzes mit 20% Piperidin in Dimethyl formamid 
erreicht. Die zweite Fmoc -Aminosaure wird unter Verwendung 
einer praaktivierten Spezies (z.B. in den Aminosaure- 
Einzelbestandteilen vorhandenen Succinimid-, 
Pentaf luorpheny 1 es t er- oder p -Ni tr opheny 1 es t ergruppen ) oder 
in-situ Aktivierung angekoppelt, jeweils nachdem von der 
vorhergehenden Aminosaure die Schutzgruppe durch basische 
Behandlung entfernt worden ist. Jede weitere Aminosaure wird 
analog angekoppelt. Nachdem das gewunschte Peptid 
synthetisiert worden ist, wird dieses mittels Behandlung mit 
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95% Trifluoressigsaure (TFA) + 5% Scavenger (z.B. 
Triethylsilan) von dem Trager entfernt und die Schutzgruppen 
abgespalten. Die entstandenen Roh-Peptide werden durch 
preparative HPLC auf einer YMC ODS-A 7A S-5/xm 
Umkehrphasensaule (20 x 250 mm) unter Verwendung eines 
Elutionsmittels enthaltend 0,1 % Trifluoressigsaure in Wasser 
(A) bzw. 60% wassrigera Acetonitril (B) gereinigt. Die Peptide 
wurden mit einem sukzessiven linearen Gradienten von 25% B bis 
60% B in 40 Minuten bei einer Fliefcgeschwindigkeit von 10 
ml/min. eluiert. Die den gereinigten Peptiden entsprechenden 
Fraktionen wurden lyophilisiert . 

Die auf gereinigten Peptid-Komponenten werden gemeinsain mit 
20%iger wassriger DMSO-Losung viber 5 Stunden bei 
Raumtemperatur behandelt, wodurch eine oxidative Kopplung der 
Komponenten resultiert. An den Spacer wird als zu 
transport ierende Wirksubstanz, z.B. Rhodamin 110, gekoppelt. 
Dies erfolgt durch Saureamid-Kopplung an der freien a- 
Aminogruppe des Lysinspacers. Das komplette Konjugat wird 
anschliefiend mittels Umkehrphasen-HPLC gereinigt. 

Analog wurden die weiteren erf indungsgemaSen Kon jugate 
hergestellt : 

A,exaTM (L)-PTD aAT ^^^^ 

Alexa TM ^^_yp(1A0P/ECo)_g_g_^^_^ 



PNA = NH 2 -TTA AGG AGG CTC-COOH (Beispiel fur Wirkstoff ) 
Alexa 350 = Farbstoff (Fa. Molecular Probes, USA) 



Beispiel 2: Einbringen eines erfindungsg em a fi en Konjugats in 
Zellen 

AT-1 (Ratten-Prostata-Carcinoma) und DU-145 (menschliche 
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Prostata-Carcinoma, ATCC HTB-81) Zellen wurden in RPMI 164 0 
kultiviert, erganzt mit 10% FCS, 2 mM Glutamin, 100 U/min. 
Penicillin, 100 iig/ml Streptomycin. 

Zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) lafit man AT-1 
bzw. DU-145 Zellen auf Objektragern 24 Std. anwachsen. Nach 
Mediumwechsel mit f arbstof f reiem RPMI 1640 (ohne Phenolrot) 
wird das Penetratin-enthaltende Konjugat von Bei spiel 1 (100 
nM) mit RPMI auf die Zellen gegeben und 5 f 24 bzw. 48 Std. bei 
37°C und 5% C0 2 inkubiert. AnschlieSend wird das Konjugat- 
enthaltende Medium entfernt und zweimal mit 200 (il 
f arbstof f reiem RPMI gewaschen und anschlie£end per FCS 
gemessen. Die Anregung mit dem Laser erfolgt bei 488 nm und 
die Emission bei 538 nm. 

Das Konjugat wird auf dem Weg in den Zellkern verfolgt. Dazu 
wird unter dem Lichtmikroskop eine Zelle ausgewahlt focusiert. 
Nach Focusierung und Justierung des Lasers wird in 100 /xm 
Schritten durch die Zellen gefahren, und die Fluoreszenz wird 
in Form von Lichtblitzen liber Photomultiplier gemessen. Dabei 
wandern groSe Molekule und kleine Molekule unterschiedlich 
schnell. Erfa£t wird die Anzahl der dif f undierenden Molekule 
in einem Bereich von jeweils 100 /im. So lafit sich mit der 
Signaldauer die Grofie der dif f undierten Molekule bestimmen. 
Die dazugehorige Grafik ist in Fig. 3 gezeigt. 

In einem weiteren Experiment wird die Kinetik, mit der das 
Konjugat ins Cytoplasma gelangt, mit dem gleichen Verfahren 
ermittelt. Die AT-1 Zellen wurden wieder 24 Std. adhariert. 
Das das Konjugat enthaltende Medium wurde wie vorhergehend 
beschrieben eingesetzt. Allerdings wurde jetzt sofort das 
Fluoreszenzsignal mit der FCS gemessen. 

Die FCS zeigte deutlich eine starke Anreicherung an der 
Zellmembran nach 5 Stunden Inkubationszeit . Eine Diffusion war 
nicht zu erkennen. Nach 24 Std. Inkubationszeit zeigten sich 
nur noch geringfiigige Mengen an Konjugat in der Zellmembran. 
Auffallig war jetzt eine Anreicherung im Kern, die sich im 
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Beobachtungszeitraum von 48 Std. noch verstarkte. 

Zur Kontrolle wurden Konjugate eingesetzt, bei denen Rhodamin 
110 entweder nur an Pentratin oder an NLS gebunden war. Diese 
zeigten nicht den vorstehend beschriebenen Effekt der 
Zellkernanreicherung . Die Konjugate wurden, falls sie 
uberhaupt den Ubertritt in die Zelle schaf f ten, an der 
Zellmembran bzw. der Nuclearhulle angehalten und reicherten 
sich dort an. 

Analog wie vorstehend beschrieben wurden alle in Beispiel 1 
hergestellten Konjugate hinsichtlich ihres zeitabhangigen 
intrazellularen Transports in das Zytoplasma (Z) bzw. den 
Zellkern (N) untersucht . Die Inkubationszeiten waren jedoch 
abweichend von den vorstehend angegebenen Inkubationszeiten 1, 
3, 6, 10 und 24 Stunden. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 1 
gezeigt - 



Beispiel 3: Konzentrationsabhangiger Transport: 

Es sollte untersucht werden, inwieweit die Konzentration des 
Transportpeptids Rhodaninll ° (l) -Penetrat in /RPMI -Medium den 
zellularen und kerngerichteten Transport auch zeitabhangig 
beeinf lussen. Verglichen wurde die Fluoreszenz von 20 fM und 
100 pM Endkonzentration "^^"(L) -Penetratin/RPMI -Medium. 
Dazu wurden DU-145 Zellen 1, 6, 12, 24 und 48 Stunden mit den 
angebenen Konzentrationen inkubiert. AnschlieEend wird dreimal 
mit RPMI (ohne Penetratin) , einmal mit PBS und nochmals mit 
RPMI. Nach Versehen der Zellen rait Ob j ekttragerdeckeln wurde 
umgehend die Fluoreszenz mittels der CLSM (Konfokalen Laser 
Scanning Mikroskopie) bestimmt. Die Ergebnisse sind in Fig. 4 
gezeigt. Daraus ist ersichtlich # da£ mit einer hohen 
Konzentration von iiber 20 /iM ein unspezif ischer Transport 
stattfindet, was auf Zytotoxizitat hindeutet. In einer 
darunterliegenden Konzentration dagegen findet ein 
spezif ischer Transport ins Zytoplasma statt. 
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Beispiel 4: Hexmming der Proliferation von AT-1 Zellen durch 
Einbringen eines Anti-sense Konstrukts 

Es wurden unter analoger Anwendung der in Beispiel 1 
beschriebenen Methode Peptid-Konjugat-Konstrukte gemaS Fig. 6 
hergestellt. Dabei war der Wirkstoff einmal ein PNA mit der 
Sequenz NH 2 -TAC TGC GAC TCC GG-COOH (anti-sense zu Ratten P2- 
Promotor c-myc = PNA^) und einmal eine Non-sense ("random-) 
Sequenz mit der Nukleotidabf olge NH 2 -TTA AGG AGG CTC-COOH 
(=PNA NS ) . 

AT-1 Zellen wurden in RPMI 1640 kultiviert, erganzt mit 10% 
FCS, 2 itiM Glutamin, 100 U/min. Penicillin, 100 fig/ml 
Streptomycin . 

Man lafit AT-1 Zellen auf Objektragern 24 Std. anwachsen. Nach 
Mediumwechsel mit f arbstof f reiem RPMI 1640 (ohne Phenolrot) 
werden die Konjugate (100 nM) jeweils mit RPMI auf die Zellen 
gegeben und 24 , 48, 72 bzw. 96 Std. bei 37°C und 5% C0 2 
inkubiert. Anschliefcend wird das Konjugat-enthaltende Medium 
entfernt und zweimal mit 200 fil f arbstof f reiem RPMI gewaschen. 
Es erfolgt mittels der Coulter-Counting-Methode die 
Bestimmung der Zellzahl von AT-1 Zellen. 

Als Kontrolle wurden unbehandelte AT-1 Zellen verwendet. Eine 
weitere Kontrolle stellt unligiertes PNA AS dar. Diese 
Kontrollen wurde analog wie vorstehend beschrieben mit den AT- 
1 Zellen inkubiert. 

Das Ergebnis dieses Experiments ist in Fig. 7 gezeigt. Eine 
Hemmung der Proliferation von AT-1 erfolgte nur nach 
Verabreichung des Anti-sense Konstrukts, d.h. hiermit ist klar 
gezeigt, dafi nur mittels des erf indungsgemafcen Konstrukts ein 
Eintritt in den Zellkern erfolgt und die Anti-sense Sequenz 
die gewunschte Wirkung dort entfalten kann. Unligierte Anti- 
sense Sequenz ist genauso wirkungslos wie die Kontrolle oder 
ein Konstrukt, das nicht mit einer der AT-1 Sequenzen 



WO 01/05432 ^^PCT/DEOO/02346 

14 

hybridisieren kann. 
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Patentanspriiche 



1. Konjugat zur Vermittlung eines zell-, kompartiment- oder 
membranspezif ischen Transports, wobei das Konjugat die 
folgenden Komponenten aufweist: 



einen Transportvermittler fiir die Zellmembran, 
ein zell-, kompartiment- oder 
membranspezif isches Adressprotein bzw. -peptid, 
und 

einen zu transport ierenden Wirkstoff . 



2. Konjugat nach Anspruch 1, wobei der Transportvermittler 
ein Peptid oder Protein ist, das die Plasmamembran 
uberwinden kann. 

3. Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, wobei der 
Transportvermittler aus der Penetratin-Familie stammt 
oder Transportan oder Teile davon ist oder ein 
bakterielles oder virales Transportprotein ist. 

4. Konjugat nach Anspruch 3, wobei eines der Penetratine 
folgende Sequenz hat: 



5. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das zell-, kompartiment- oder membranspezif ische 
Adressprotein bzw. -peptid ausgewahlt ist aus: 



NH 2 -RQIKIWFQNRRMKWKK- 



fiir Import in das ER 



H 3 N*-Met-Met-Ser-Phe-Val- 



Ser-Leu-Leu-Leu-Val-Gly- 
Ile-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr- 
Glu-Ala-Glu-Gln-Leu-Thr- 
Lys-Cys-Glu-Val-Phe-Gln- 



fur Reimport in das ER 



H 2 N-Lys-Asp-Glu-Leu-COCT 
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fur Import in Mitochondrien H 3 N*-Met-Leu-Ser-Leu-Arg- 

Gln-Ser-Ile-Arg-Phe-Phe- 
Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr- 
Leu-Cys-Ser-Ser-Arg-Tyr- 
Leu-Leu 



fur Import in den Zellkern - Pro - Pro - Ly s - Ly s - Ly s - Ar g- 

Lys-Val 

H 3 N + -Pro-Lys-Lys-Lys-Arg- 
Lys-Val- (= Nuclear 
localisation sequence aus 
SV4 0 -T-Ant i gen ) 



fur Import in Peroxisomen H 2 N-Ser-Lys-Leu-COO' 



fur Bindung an die Zellmembran H 3 N + -Gly-Ser-Ser-Lys- 

Ser-Lys-Pro-Lys- 

6. Konjugat nach Anspruch 5, wobei die Sequenz fur den 
Import in den Zellkern folgende Sequenz hat: 

H 3 N*-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val- 

7. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
der Wirkstoff ausgewahlt ist aus Nukleinsauren, 
Proteinen/Peptiden und/oder chemischen Substanzen. 

8. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Konjugat folgenden Aufbau hat: 

Transportvermittler - Adressprotein - Wirkstoff 

9. Konjugat nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei 
ggf . weiter ein Spacer vorhanden ist. 

10. Konjugat nach Anspruch 9, wobei sich der Spacer zwischen 
dem Adressprotein und dem Wirkstoff befindet. 

11. Konjugat nach Anspruch 9 oder 10, wobei der Spacer 
Polylysin, Polyethylenglykol oder Polyvinylpyrrolidon 
ist . 
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12. Verfahren zur Herstellung eines Konjugats nach einem der 
Anspriiche 1-11 aufweisend die folgenden Schritte: 

1) Getrennte Peptidsynthese von "P", n AP w und ggf. des 
Spacers 

2) Kbvalente Verknupfung zwischen w AP a und Wirkstoff, 
ggf. mit einem Spacer dazwischen, 

3) Redoxkopplung des Produkts aus Schritt 2) mit "P" 
mittels Redoxkopplung 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die Peptidsynthese 
gemaE der bekannten Merrif ied-Methode durchgefiihrt 
wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13 , wobei die 
Redoxkopplung in einer wassrigen DMSO-Losung durchgefiihrt 
wird. 



15. Verfahren nach einem der Anspriiche 12-14 , wobei sich noch 
ein Reinigungsschritt anschliefit. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Reinigung mittels 
HPIiC stattfindet. 



17. Verwendung eines Konjugats nach einem der Anspriiche 1-11 
zum zell-, kompartiment- oder membranspezif ischen 
Transport eines gewunschten Wirkstoffs. 



18. 



Verwendung nach Anspruch 17 zum Einsatz in Diagnose 
und/oder Therapie. 



WO 01/05432 PCT/DE00/02346 

O 
Eh 
CO 

2 co 

O 8 
O a 



i 

CM 

X 



I 



CL 



CO 



s 

.... (0 

O 

I 



CO 

* N 



CO 
CO 



cr 

CO " x " 

£ X x- z x-z x o 

O) = £ X ± i i ' g 

■ ■ c — z-x ° 

*-0 £ | X X X DC I 

O — J x- o-o- O-o 6- o=o 

5 x 5 * 

^ O x Si 

a ~ I ? I z 

o Jm i -§ * ^ 

5^ X co a> O ^ 

< V to c 

^ X i 



co 2 



c 



X- O-^E ft 

2. i ° 

co ST x-o-o=o 

V) c _ 

o I a> 

5 =-z o § 



CO 



O i= CL Q. ^ 

9 | £ £ a 5 

o S 

CO 



c 
co 



<D — o 



S V 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 01/05432 



2/8 



PCT/DEOO/02346 



Faoc 



oh HOPoIymer 



Emoc 





ungs- 
gxuppe 




Ftaoc* 




Polymer 



Wlederholen von Schutzgruppen- 
abspaltung und Kopplung 



Polymer 



Ablosung und Schtitz- 
gruppenabspaltung 




Peptld und Polymer 



Allgemeines Schema for Fmoc Synthese 

Fig. 2 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 01/05432 PCT/DE00/02346 

3/8 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 01/05432 




PCT/DE00/02346 




Fig. 4 



WO 01/05432 PCT/DEOO/02346 

5/8 



„Bioshuttle u - Schema des modularen 

Aufbaus 

Transportmodul -S-S- Adressmodul Spacer Wirksubstanz 



ietratin-1. 



-s-s-E 



AotikO.Qjer 




Fig. 5 



WO 01/05432 



6/8 



PCT/DEOO/02346 



0) 
T3 



E 
a> 

a 
C/3 



CO 

c 
o 



sz 

s 

c 



c 



CL 
P 



I? 
c o 

'51 

01 lt 
t E 

^ -2 

IS 

-6 ® 

3 CD 
.£2 E 

a 

CO CO 

a cl 

CD O 
"O o 

3 ° 
£± JO 

CO CD 

8- c 

a> — 
QC 2 

s s. 

co ^ 

Q o 

£ 2 
cd _q 

o CO 
W LL 

*« .2 

E*° 
w .c 

O 
CL CO 
O r- 

© 

O T3 
w C 
CD 5= 
C CD 

• « 

M 
-5 a 

<8 CO 

if 

N CO 



rf 

CL 

ci 

3 
k_ 

Q 

2 
a 

D. 



CM 

X 

a 



x 

o 

m 
"cm 

X 

o 

■ 

CM 

X 

o 



3 

slxj 



CO 



X 

z 
o 

o 

I 

CO 



CD 



a. 

CL 

2 



O 
C\J 

o 

CO 
Q 



X 

CM 



X 

I 

CO 

I 

>< 
o 

I 

c 



2 



Q. 
CD 
CL 
i 

X 

z 

I 

o 
o 



<o 



X 

z 
o 

>» 
o 

I 

CO 
CO 



CL 
CD 
CL 



T3 

o 



E 
o 



c 



c ° 



O 
id 

v. rr 
" Z 

a 
u. 

a 
cc 



CO 



CL 
CO 



3 
cr 

CD 

co 



3 

z 



35 

c 

3 

75 

CL 
CO 
X 

o 

T3 
CD 
CC 



o 



c 
S 



i 



c 

< 

CL 



C 

■4— • 

CD 

L. 

c 

CD 
CL 



2 



x-zx- 



XXX 



3= 



X X 



X 

I 



X 

XXX 



Z -X 



._± ± x pc — 



-o =o 



x-i i 

x -o -ci =o 

x-d>-x 
I 

CO 

CO 
I 

x -a -x 
x -cj> -o =o 



z -X 
I 



E 

CO 
T3 
O 



2 CD 



CD 

"5 

T3 
O 

2 



CD 
U 

& 

CO 

N 
C 

o 



o 

CO 

c 
o 

« 

75 
o 
o 
— f 

i- X 
5 O 
3 O 

« s 

§ c 
S cc 

*T O 

o > 
•a > 
a C5 
x £ 

^ cc 

cS ^ 

O 2 



o 

o 
a. 

co 
c 

CO 



X 
O 

Ox 

9o 
a o 
oo 

oo 

ooo 
o < o 

ss: o o 
orOO 
^ I- < 
^ o < 
~ < F 

CM CM CM 

XXX 

z z z 



to 
c 

3 

<o 



CD 



ccb<< 
© — J z z 
a. z a. cl 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 01/05432 Qf g PCT/DEOO/02346 



03 



B 
to 



N 1 S 



91 

-2J is 



^ J ^ 



8-^ 



CD 



<3 

.6. 

CO 

s; 

CO 
-2* 



<3 

t .6 



.^0 



8 



Co 
O 



-a 
o 



•a 

J* 



^ ^] ~ 



o 
a 



2 

CO 



+ + + + + 



+ + + 



o o 

Q, CL 
CO 0T> 
c c 

TO CO 

6 E 

a> a> 
22 



CO CO ^ 



< 



CO 



i 

CO 



CO 

-J 
o 



+ + + 



CO 



O 

CM 



< 
a- 



1* 



2 

CO 



+ + + + + 



+ + + 



z: 

i 



2 



CO 
t 

CO 



CO 

o 



+ + + 



CO CD O ^ 



oo 
i 

CO 



